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APRESENTACAO

Os assuntos pertinentes a Microbiologia sao
fundamentais para diferentes areas, desde a pesquisa
basica, aplicada, industria, etc. No entanto, poucos
materiais apresentam nogBes basicas de trabalho em
um laboratério de Microbiologia indispensdveis para
os estudantes. Este fato nos motivou a preparar este
manual.

As informacGes aqui apresentadas sao o resultado
preliminar do trabalho dos profissionais que atuam
em laboratérios de Microbiologia, sendo apresentados
conhecimentos obtidos na experiéncia pratica adquirida
ao longo dos anos ministrando disciplinas dessa area,
como Microbiologia Experimental e Microbiologia de
Alimentos.

Os experimentos propostos seguem os Padrdes
Internacionais e sdo imprescindiveis para a realizacdo
de qualquer atividade em um laboratério de
Microbiologia. Contempla as Normas Gerais para o bom
funcionamento de um Laboratério de Microbiologia,
0s principais equipamentos necessarios para o seu
funcionamento, aqui apresentados como Instrucdes
de Trabalho. Também as principais metodologias
inerentes a analise de alimentos, transformadas em
Procedimentos Operacionais Padrdes (POPs). Destina-
se principalmente a estudantes como um material
auxiliar no seu processo de aprendizagem, bem como
pretende subsidiar a pratica docente buscando a
otimizacdo dotempo do professor que realiza atividades

praticas vinculadas as analises microbioldgicas. Foi
organizado para ser versatil e de facil utilizacdo tanto
para o estudante quanto para o professor.

Esta é a primeira versdo de um manual pratico,
sendo que estamos cientes de que a microbiologia
€@ uma ciéncia dindmica, por isso suas técnicas sao
rapidamente modificadas, refinadas e atualizadas. Com
isto, espera-se apresentar aqui algumas atividades
basicas e futuramente realizar a complementacao,
aprofundamento e atualizacdo.

As autoras
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1- NORMAS DE
SEGURANCA

PRINCIPAIS NORMAS DE SEGURANCA EM
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

=

Refrigeradores, Micro-ondas e estufas ndo sao
apropriados para aguecer ou conservar alimentos
a serem consumidos;

Ndo comer, beber ou fumar dentro do laboratodrio;
O uso do avental de algoddo é obrigatorio;

As mesas ou bancadas de trabalho devem ter
superficie lisa, de facil limpeza e de desinfecgao;

Quando da manipulacdo de material téxico ou
infectante, usar luvas de protecao;

As pipetas usadas devem ser colocadas
horizontalmente em  solucdo  desinfetante
imediatamente apds o uso, antes de se proceder a
sua limpeza e esterilizacao;

N3o colocar materiais contaminados sobre a
bancada. Esses materiais devem ser colocados
em recipientes apropriados e esterilizados em
autoclave;

Cuidado ao acender o bico de gas (bico de Bunsen).
Verificar se ndo existem substancias inflamaveis
por perto;

Flambar alcas, agulhas e pingas antes e apds o
uso;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Todo o material deve ser identificado. As etiquetas
devem ser autoadesivas;

No caso de derramamento de algum material
infeccioso, cobrir imediatamente a area com
um desinfetante adequado e deixar de 15 a 30
minutos antes da limpeza;

Devem ser registrados os acidentes como o
derrame de cultura, ferimentos etc. Os ferimentos
devem ser desinfetados e cobertos com
esparadrapo;

Os tubos com cultura devem ser conservados
sempre em suas respectivas estantes;

As culturas de fungos, quando esporuladas,
apresentam riscos de infeccdo respiratéria ou de
reacdo alérgica, mesmo sem formar aerossois.
Estasculturasdevem ser manipuladas rapidamente
e sem movimento brusco;

N3do cheirar os meios de cultura inoculados;

As placas de contagem de bactérias, preparadas
com meios indcuos como agar nutritivo, nao
podem ser consideradas inofensivas;

Laminas e laminulas utilizadas devem ser colocadas
em recipiente com desinfetante;

Lavar e desinfectar as mdos antes de iniciar
uma atividade laboratorial. Repetir o mesmo
procedimento ao final da analise;
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1- NORMAS DE
SEGURANCA

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

Limpar a mesa de trabalho, antes e depois de cada
sessao de trabalho, usando desinfetante;

Desinfectar a bancada de trabalho no inicio e
término de cada atividade;

Retirar os materiais, amostras e reagentes, bem
como equipamentos e aparelhos, da bancada de
trabalho t3o logo terminar a tarefa;

Papéiseresiduos utilizados s6 devem ser colocados
no recipiente de coleta de lixo comum quando ndo
apresentarem risco de contaminacao;

E indispensdvel a presenca de extintores de
incéndio, estrategicamente posicionados no
ambiente laboratorial. Os extintores devem ser do
tipo pd quimico pressurizado (tipo BC), podendo
ser utilizados em casos de acidentes elétricos ou
em materiais inflamaveis;

Desenvolver o habito da limpeza e da organizacao;

N3o permitira entrada ou permanéncia de pessoas
estranhas no laboratorio.

10



2- LIMPEZA DO
LABORATORIO

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descreverosprocedimentosdelimpezaedesinfecgdo
adotados para o laboratdrio de microbiologia. Aplica-
se ao Laboratodrio de Microbiologia.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS
Manual de Gestdo da Qualidade.

3 MATERIAIS

Luvas de borracha, alcool 70% e hipoclorito de
sodio.

4 PROCEDIMENTO
4.1 BANCADAS

Bancadas, na superficie das quais sdo realizadas as
analises microbioldgicas, devem ser limpas com alcool
70% antes de iniciar a andlise e ao término da mesma.

O piso do laboratério de microbiologia é limpo
e desinfetado diariamente com 5 mL de solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% , em um litro de agua.

4.3 FUNCIONARIOS

Os usuarios do laboratério usam jaleco e touca
durante os procedimentos.
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Ao iniciar o trabalho no laboratério é obrigatdrio
a lavagem das maos e antebraco com detergente
apropriado, completando-se a desinfeccdo com a
aplicagao de alcool 70%.

4.4 LAMPADAS

As lampadas do laboratério sdo limpas a seco,
semestralmente.  Eventualmente |ampadas sdo
substituidas, quando necessario.

4.5 LIMPEZA DAS VIDRARIAS E

MATERIAIS UTILIZADOS

Os frascos utilizados para amostragem de aguas sao
colocados de molho em solugdo de hipoclorito de sédio
e sabdo liquido por no minimo 24 horas. Lavados com
agua corrente, detergente e esponja, retirando todos
os residuos do seu interior.

Métodos de Analises Microbioldgicas para alimentos
— LARA.

Manual de Métodos de Andlise Microbioldgica de
alimentos — ITAL

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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3- DESCARTE DE
MATERIAL E DE
AMOSTRAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de descarte de material
utilizado e das amostras processadas no laboratdrio
de microbiologia. Aplica-se ao Laboratdrio de
Microbiologia Didatico.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS
Projeto Destinacdo dos Residuos Internos UNIVATES.

3 MATERIAIS

Autoclave, caixa coletora para vidraria danificada,
saco para esterilizacdo, saco de lixo comum, caixa
coletora para material toxico e perfuro-cortantes.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCARTE DE AMOSTRAS

As amostras sdao descartadas quando do término
da andlise. As amostras processadas sdo armazenadas
em sacos adequados e destinados a esterilizacdo em
autoclave a 121 +/- 12C por 20 min.

Posteriormente o material é encaminhado ao
destino estabelecido para lixo organico na Instituicdo.

As aliquotas de amostras utilizadas para as diluicdes
nos processos analiticos sdo autoclavadas da mesma
forma e também encaminhadas ao lixo organico da
Instituicao.

4.2 DESCARTE DE MATERIAIS NAO REUTILIZAVEIS

Placas de Petri e ponteiras sdo autoclavadas apds
a realizacdo de analises e descartadas conforme
determinado na Instituicdo, ou seja, destinados ao lixo
organico.

4.3 DESCARTE DE MATERIAIS TOXICOS E

PERFURO-CORTANTES

Estes materiais sdo acondicionados em caixa
coletora propria, sendo seu recolhimento efetuado
quando atingida a capacidade da mesma.

4.4 DESCARTE DE VIDRARIAS DANIFICADAS

Estas vidrarias sdo armazenadas em caixa coletoras
proprias e destinadas a usina de reciclagem da proépria
Instituicdo para fins de reaproveitamento.

As vidrarias quebradas com meio de cultura sdo
autoclavadas antes do descarte, acondicionadas em
recipientes apropriados (Becker de 1000 mL, potes
plasticos).

Ndo aplicavel.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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4-USO E
LIMPEZA DO
APARELHO
DE OSMOSE
REVERSA

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza do

aparelho de Osmose Reversa.

Em laboratdrios, a osmose reversa é utilizada para
garantir a maxima pureza em seus produtos.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes da Osmose Reversa.

3 MATERIAIS

A osmose reversa é um processo de separagdo em
gue um solvente é separado de um soluto de baixa
massa molecular por uma membrana permeavel ao
solvente e impermeavel ao soluto.

A membrana permitird apenas a passagem
de solvente (dgua pura), retendo os solutos (sais
dissolvidos e contaminantes). Isso ocorre quando se
aplica uma grande pressdo sobre este meio aquoso, 0
gue contraria o fluxo natural da osmose.

Pré-filtros, filtro de carvado ativado, coluna de osmose
reversa, coluna de resina mista e filtro absoluto.

4 PROCEDIMENTO
4.1 UTILIZACAO DA 0SMOSE REVERSA

O equipamento de osmose reversa no laboratério
de Microbiologia serve para a obtencdo de agua a ser

utilizada nos procedimentos analiticos, bem como na
ultima lavagem de vidrarias e materiais pertinentes ao
laboratdrio.

Manual de utilizacdo do equipamento de osmose
reversa — Marconi.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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5- USO E
LIMPEZA DAS
BALANCAS
ELETRONICAS

1 OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAOQ

Descrever o procedimento de uso e limpeza das
balancas. A balanca é um equipamento utilizado para a
pesagem de aliquotas de amostras e para o preparo de
solucBes nutrientes necessdrias para os procedimentos
analiticos.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes da Balanca Eletronica.

3 MATERIAIS

Detergente neutro, dlcool 70%, esponjas e panos de
limpeza adequados.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCRICAO DOS COMPONENTES

Prato da balanca; entrada da fonte de alimentacdo;
pés niveladores; tecla liga/desliga; tecla calibracdo/
pesagem; nivel da balanca; tecla tara; display.

4.2 INSTALACAO DAS BALANCAS

Retirar a balanca da embalagem.

Retirar totalmente a trava de seguranca para
transporte, localizada na parte inferior da balanca,
girando-a no sentido anti-horario.

Girar a tampa protetora até fechar o orificio.
Guardar o dispositivo de travamento para ser usado

em eventuais transportes, ou quando a balanca for
enviada a assisténcia técnica.

Importante: O aperto na colocacdo do dispositivo
deve ser efetuado com a mdo, sem usar ferramentas
auxiliares, tais como alicate, ou outros instrumentos.

Coloca-la sobre a mesa de trabalho em local
adequado, isento de radiacdo de calor, trepidagdes,
correntes de ar e umidade.

Encaixar corretamente o prato na balanga.
Encaixar o conector da fonte de alimentacdo no

plugue existente na parte traseira da balanca.

NUNCA LIGAR A FONTE A REDE, SEM ANTES TE-LA
CONECTADA A BALANGA.

Nivelar a balanca pelos pés niveladores até
centralizar a bolha de nivel.

4.3 UTILIZACAD DAS BALANCAS

Ao ligar a rede elétrica o display mostrara

DESLIGADO.
Aguardar 30 minutos de pré-aquecimento.
Se a fonte for desligada ou faltar energia, aguardar

novo pré-aquecimento.

NUNCA DESLIGAR A BALANCA PELO CONECTOR
TRASEIRO.
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5- USO E
LIMPEZA DAS
BALANCAS
ELETRONICAS

Pressionar L/D. Durante trés segundos aparecerdo
todos os pontos do display.

A seguir, o display mostrard a versdo da balanca
e logo apods: 0.00 g (ou 0,0 g conforme o modelo da
balanca).

O sinal ~ indica leitura ndo estabilizada, e o sinal =
indica leitura estabilizada.

Se, ao ligar a balanca aparecer: Erro: plat. C/P (erro,
plataforma com peso), basta remover o peso ou o
vasilhame do prato.

Ao desligar a balanca pela tecla L/D, o display
mostrard: DESLIGADO, contudo a balanca continuara
energizada para ser mantida em equilibrio térmico.

Zerar a balanca antes de efetuar as pesagens,
pressionando T.

Se for necessario o uso de vasilhame, coloca-lo
sobre o prato da balanca e pressionar T para trava-lo.

Realizar a pesagem pretendida.
Retirar o vasilhame.

Ao iniciar nova pesagem ter o cuidado de verificar
se a balanca esta zerada.

4.4 LIMPEZA

A limpeza é realizada no final da rotina de trabalho.

Antes de iniciar a limpeza, desconectar a balanca da
rede de corrente elétrica.

Passar um pano umedecido com 4gua e detergente
neutro.

Ndo utilizar detergentes agressivos (solventes ou
similares).

Cuidar para que ndo escorra liquido para o interior
da balanca. Para evitar que isto acontecga, passar um
pano seco e macio, logo apds a limpeza com o pano
umido.

Se houver alguma sujeira no prato entre uma
pesagem e outra, remover com algoddo ou perfex®
umedecido em alcool 70%.

|5 REFERENCIAS |

Manual de utilizacao da balancga eletrénica — Tecnal.

Manual de Métodos de Andlise Microbiolégica de
alimentos — ITAL.

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicagdes a medicina e a higiene. Sao Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sao Paulo: Editora Edusp, 2000.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza do
banho-maria. O banho-maria é um equipamento
utilizado para manter uma solugdo ou qualquer outro
material a uma temperatura constante. E utilizado
também, para preparacdo de meios de cultura e
para incubacdo de micro-organismos. Em casos de
incubacOes exigentes a temperatura, utilizar o banho-
maria com circulagdo de agua.

6- USO E
LIMPEZA DO
BANHO-MARIA

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes do banho-maria.

3 MATERIAIS

Termb&metro, agua destilada, sab&o neutro, alcool
70%, esponja e panos adequados.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCRICAO DOS COMPONENTES

Termostato automatico: de 20 °C a 120 °C.

Lampada piloto: quando acesa indica que o banho-
maria esta ligado; ao atingir a temperatura desejada, a
luz se apagara.

Chave liga-desliga: com chave reversivel,

seleciona a voltagem 110 ou 220 volts.

que

4.2 CARACTERISTICAS

O banho-maria é um equipamento constituido em
chapa de aco inox, com paredes duplas e isoladas com
|3 de vidro.

Atampa e as estantes sdo de aco inoxidavel. Deve-se
optar pelos banhos-maria que apresentam tampa em
cunha, que evitam gotejamento da dgua evaporada,
fazendo com que esta corra para as extremidades da
mesma.

4.3 UTILIZACAO DO BANHO-MARIA

Abrir a tampa e colocar agua até que a solucdo a ser
preparada fiqgue submersa.

No caso de incubacdo de tubos inoculados, estes
devem permanecer mergulhados na dgua, até uma
altura superior a superficie do meio de cultura.

Introduzir o material a ser incubado.
Regular o termostato para a temperatura adequada.
Ligar a chave elétrica.

Atingida a temperatura requerida, a lampada-piloto
se apaga.

Utilizar termo&metro
temperatura.

para a verificacdo da

O tempo de incubacdo e a temperatura variam de
acordo com o meio e o indicado pelo fabricante.
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6- USO E
LIMPEZA DO
BANHO-MARIA

No caso de manutencdo de meios com agar, no
estado liquido, recomenda-se a temperatura maxima
de 45 °C, para ndo comprometer nutrientes presentes
no meio.

A temperatura para a cultura de micro-organismos
obedece a metodologia utilizada.

4.4 CONTROLE DE TEMPERATURA

Para controlar a temperatura maxima atingida
utilizar termdmetro de maxima com trava.

Registrar apropriadamente os dados pertinentes ao
controle de temperatura.

A limpeza é feita semanalmente com dgua e
detergente neutro.

Apods a limpeza, é feita a desinfecgado com alcool
70%.

Manual de utilizacdo do banho-maria.

Manual de Métodos de Andlise Microbiolégica de
alimentos — ITAL.

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicacdes a medicina e a higiene. S3o Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sdo Paulo: Editora Edusp, 2000.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.



7-USO E
LIMPEZA
DA CAPELA
DE FLUXO
LAMINAR

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza da
capela de fluxo laminar.

O equipamento é destinado ao procedimento de
inoculagdo das amostras.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes da Capela de Fluxo Laminar.

3 MATERIAIS

Lampada UV, detergente neutro, acido peracético
0,2 % ou alcool 70%.

4 PROCEDIMENTOS
4.1 UTILIZACAO DA CAPELA DE FLUX0 LAMINAR

Antes de iniciar os trabalhos, fazer a desinfeccdo
com alcool 70%, de toda a parte interna do fluxo;

Ligar o aparelho;

Ligar a lampada germicida e esperar 15 minutos, no
minimo, para desliga-la;

Colocar todo o material necessario para o
procedimento evitando o afastamento do fluxo laminar;

Manipular rapidamente as amostras, mas com
seguranca para evitar erros e desperdicios. O descarte
de pipetas e outros materiais deve ser feito em
utensilio proprio que permanece préximo a cabine do
fluxo laminar.
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A limpeza é feita diariamente: antes do inicio dos
procedimentos analiticos e ao final destes;

Passar um pano umedecido com alcool 70%; caso
houver necessidade, limpar com detergente neutro;

Remover todo o vestigio de espuma e, novamente
proceder a desinfecgdo;

Quando usar dlcool para a desinfeccdo, cuidar
para ndo passar nas areas em acrilico, pois ficardo
irreversivelmente foscas.

Manual de Métodos de Analises Microbioldgicas em
Alimentos — ITAL

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicagdes a medicina e a higiene. S3o Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sdo Paulo: Editora Edusp, 2000,
129 p.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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8- LAVAGEM,
PREPARO E
ESTERILIZACAO
DE MATERIAIS
PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever a relacdo de materiais utilizados
nos procedimentos analiticos do Laboratério de
Microbiologia bem como o seu preparo e esterilizacdo.
Laboratério de Microbiologia.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT-
1295

3 MATERIAIS
Alcool 70%, algoddo hidréfilo, algoddo hidréfobo,
autoclave, balanca analitica, bastdes de vidro,

destilador, deionizador para agua, ou aparelho de
osmose reversa, escovetes de diversos tamanhos,
esponjas de aco e de fibra sintética, espatulas de aco
inoxidavel, estufa de esterilizacdo e secagem, equipada
com termbémetro, papel aluminio ou papel Kraft, luvas
de amianto, luvas de borracha, provetas graduadas de
1000 mL, 500 mL, 250 mL e 100 mL de borossilicato
ou vidro neutro, tesoura, pinca de aco inoxidavel,
indicadores de esterilizacdo (fita ou ampola com
suspensdo de Bacillus stearothermophilus e Bacillus
subtillus), bico de Bunsen, tripé, tela de amianto,
béqueres de borossilicato ou vidro neutro, estiletes,
fita adesiva tipo crepe ou barbante, gaze.

4 PROCEDIMENTOS

Antes de iniciar o procedimento de lavagem, retirar
a identificagao das vidrarias com algodao umedecido
em alcool ou acetona.

4.1 PREPARO DE PROVETAS, FRASCOS DE
ERLENMEYER, FRASCOS SHOTT E BEQUERES

Lavar com agua e detergente, utilizando esponja e
escovete. Caso 0s materiais apresentem incrustagcdes
ou residuos gordurosos, proceder a imersao destes
em solugdo de hipoclorito de sédio a 2% e detergente
neutro.

Enxaguar dez vezes com dgua corrente, enchendo e
esvaziando totalmente a vidraria.

Utilizar no ultimo enxdgue, agua destilada ou
deionizada.

Deixar drenar a agua das vidrarias e secar em estufa
a 100 °C.

4.1.2 PREPARO E ESTERILIZACAQ

Colocar tampdo de algodao hidréfobo e gaze no
bocal dos frascos erlenmeyer. Cobrir com folha de
aluminio ou papel Kraft e fixar com barbante, atilho ou
fita adesiva tipo crepe.
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8- LAVAGEM,
PREPARO E
ESTERILIZACAO
DE MATERIAIS
PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS

Cobrir os bocais das provetas e dos béqueres com
folha de aluminio ou papel Kraft e fixar com fita adesiva
tipo crepe, atilho ou barbante.

Esterilizar em autoclave a 121 °C, por 30 min ou em
estufaa 170 °C— 180 °C por 2 horas.

Identificar o material com data de esterilizacdo e
prova de esterilizacdo.

Observagao: Frascos destinados ao preparo de meios
de cultura, que sGo submetidos a esterilizacdo por
autoclave no momento do preparo do meio, dispensam
esterilizagdo prévia.

4.2 PLACAS DE PETRI DESCARTAVEIS USADAS

Colocar em saco proprio para autoclave, esterilizar a
121 +/- 1 °C por 30 minutos e descartar.

4.3 PREPARO DE PIPETAS
4.3.1 LAVAGEM |

Retirar o algoddo do bocal de cada pipeta com
estilete de ponta fina ou agulha histoldgica.

Imergir as pipetas em solucdo de hipoclorito de
sodio a 2% e detergente por 24 horas.

Enxaguar em agua corrente.

Se necessario, imergirem solugdo de hexano alcalino
até total eliminacdo dos residuos.

Enxaguar, tantas vezes quantas forem necessarias,
até a eliminacdo completa dos residuos.

Enxaguar com agua destilada ou deionizada.

Secar em estufa a 100 °C.

4.3.2 ESTERILIZACAO

Colocar algoddo hidrofobo no bocal das pipetas.

Acondicionar em porta-pipetas ou embrulhar em
grupos em papel Kraft.

|dentificar o material com nome, volume, data de
esterilizacdo e prova de esterilizacdo.

Esterilizar em estufa a 170 °C, por 2 horas ou em
autoclave a 121 °C por 30 minutos.

Identificar o material com data de esterilizacdo e
prova de esterilizacdo.

4.4 PREPARO DE TUBOS DE DURHAM
4.4.1 LAVAGEM

Colocar em um recipiente com dagua e levar ao
micro-ondas até ferver.

Imergir em solugdo de hipoclorito de sédio a 2% e
detergente neutro por no minimo 24 horas.

Lavar os tubos com dgua e detergente.
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8- LAVAGEM,
PREPARO E
ESTERILIZACAO
DE MATERIAIS
PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS

Colocar, se necessario, os tubos em recipiente
com solucdo hexano alcalino até total eliminacdo dos
residuos.

Enxaguar dez vezes em agua corrente, enchendo e
esvaziando totalmente os tubos.

Colocar em um recipiente com agua destilada ou
deionizada e levar ao micro-ondas até ferver.

Deixar esfriar e retirar bem a dgua.
Secar em estufa a 100 °C.

Os tubos de Durham dispensam prévia esterilizagao.

4.5 PREPARO DE TUBOS DE ENSAIO COM TAMPAS
4.5.1 LAVAGEM |

Esvaziar o conteudo do tubo e colocar de molho
em solugao de hipoclorito de sédio a 2% e detergente
neutro por no minimo 24 horas.

Lavar com dgua e detergente, utilizando escovetes e
esponjas para retirar residuos internos.

Enxaguar em agua corrente.

Colocar, se necessario, os tubos em recipiente
contendo solucdo hexano alcalino até total eliminagao
dos residuos.

Enxaguar dez vezes em agua corrente, enchendo e
esvaziando totalmente os tubos.

Utilizar no ultimo enxdgue, agua destilada ou
deionizada.

Deixar escorrer bem toda a agua, colocar os tubos
para secar em estufa a 100 2C.

4.5.2 TAMPAS

Imergir em solugdo de hipoclorito de sédio a 2% e
detergente neutro por no minimo 24 horas.

Lavar com agua e detergente.
Enxaguar dez vezes em dgua corrente.

Utilizar no Ultimo enxague, agua destilada ou
deionizada.

Deixar escorrer a dgua e secar em estufa a 50 °C.

4.5.3 ESTERILIZACAO

Esse procedimento é necessario para tubos
utilizados para conter meios de cultura ja estéreis ou
para solucdes em ensaios complementares especificos.

Vedar os tubos secos com as tampas, embrulhar em
papel Kraft em grupos de trés ou cinco, de acordo com
a utilizagdo e esterilizar em autoclave a 121 °C, por 30
min, ou em estufa a 180 °C, por 2 horas.

Identificar com nome, volume, data de esterilizagao
e prova de esterilizacao.
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8- LAVAGEM,
PREPARO E
ESTERILIZACAO
DE MATERIAIS
PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS

Lavar as pingas com agua e detergente.
4.6.2 ESTERILIZACAO

Embrulhar em grupos as pingas em papel Kraft ou
papel aluminio.

Esterilizar em autoclave a 121 °C, por 30 min, ou em
estufa a 180 °C, por 2 horas.

Identificar com nome, data de esterilizacdo e prova
de esterilizacdo.

4.7 PREPARO E ESTERILIZACAO DE BASTOES
TIPO HOQUEI

4.7.1 LAVAGEM

Lavar o material com dgua e detergente.

4.7.2 ESTERILIZACAO

Embrulhar individualmente os bastdes em papel
Kraft ou papel aluminio.

Esterilizar em autoclave a 121 °C, por 30 min, ou em
estufa a 180 °C, por 2 horas.

Identificar o material com data de esterilizacdo e
prova de esterilizacdo.

4.8 PONTEIRAS DESCARTAVEIS USADAS

Esterilizar em autoclave a 121+/-1 °C, por 30 minutos
e descartar.

Métodos de Analises Microbioldgicas para alimentos
— LARA.

Manual de Métodos de Anadlise Microbioldgica de
alimentos — ITAL.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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9-USO E
LIMPEZA DAS
ESTUFAS
BACTERIOLOGICAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza de
estufas bacteriologicas.

A estufa de incubacdo ou bacterioldogica é um
equipamento utilizado para os procedimentos
analiticos, ou seja, para a cultura de microrganismos
que possa estar presente nas amostras processadas,
em uma temperatura pré-determinada.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes da Estufa Bacterioldgica.

3 MATERIAIS

Termdmetro de maxima e minima, detergente
neutro, alcool 70%, esponjas e panos de limpeza
adequados.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCRICAO DOS COMPONENTES

Respiro: serve para expelir o excesso de calor e
manter a uniformidade da temperatura. Antes de ligar
é necessario remover a tampa plastica.

Lampada piloto: quando acesa indica que a estufa
esta ligada, ao atingir a temperatura desejada a luz se
apagara.

Chave liga-desliga: além de permitir ligar ou desligar
o aparelho, é através dela que se altera a tensdo da
eletricidade.

Controlador eletronico: reguldvel da temperatura
ambiente até 240 9C. Controle programavel
manualmente.

Termbmetro de mdaxima e minima: serve para
acompanhamento das oscilacdes de temperatura.

4.2 UTILIZACAD ESTUFAS DE INCUBACAD

Regular o termostato para a temperatura
programada.

Ligar a estufa na rede, o interruptor é acionado e a
lampada piloto acende.

Ao atingir a temperatura programada, a lampada
piloto apaga.

Colocar o termémetro no orificio localizado acima
da estufa ou no seu interior.

A TEMPERATURA DEPENDE DO MATERIAL INCUBADO.
O LIMITE DE TOLERANCIA FICA EM + 1 °C.

4.3 ACONDICIONAMENTO DO MATERIAL ANALITICO

Placas que se destinam a cultura de bactérias sao
incubadas invertidas.
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9-USO E
LIMPEZA DAS
ESTUFAS
BACTERIOLOGICAS

N3do sobrepor mais que cinco placas para garantir
uma uniformidade de distribuicdo de temperatura.

Ostubos devem ser levados em estantes apropriadas
e com garantia de que o calor possa permear entre
eles.

E rigorosamente necessario que todo o material
gue vai para a estufa esteja identificado.

Saquetas e erlenmeyers utilizados em pré-
enriguecimentos de algumas andlises devem estar
identificados e separados de tal forma que o ar quente
consiga circular entre eles.

4.4 LIMPEZA

A limpeza é feita semanalmente.
Passar um pano umedecido com alcool 70%.

Se houver alguma sujeira, como pingos de amostras
incubadas, passar esponja com detergente neutro.

Retirar toda a espuma com um pano enxaguado
varias vezes em agua limpa.

Apos a limpeza passar um pano umedecido com
alcool 70%.

Manual de Métodos de Analise Microbiolégica de

alimentos — ITAL.

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicagdes a medicina e a higiene. Sao Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sao Paulo: Editora Edusp, 2000.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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10- USO E
LIMPEZA DAS
ESTUFAS DE
ESTERILIZACAO
E SECAGEM

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza das
estufas de esterilizacdo e secagem de materiais. A estufa
de esterilizacdo e secagem destina-se a esterilizacdo de
vidrarias necessarias para procedimentos analiticos,
bem como para a secagem de material.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes da Estufa de Esterilizacdo e
Secagem.

3 MATERIAIS

Termémetro de mdaxima com trava, papel de
embrulho, Bacillus subtilis, fita adesiva, detergente
neutro, alcool 70%, esponja e panos de limpeza
adequados.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCRICAO DOS COMPONENTES

Respiro: serve para expelir o excesso de calor e
manter a uniformidade da temperatura. Antes de ligar
é necessario remover a tampa pldastica.

Lampada piloto: quando acesa indica que a estufa
estd ligada, ao atingir a temperatura desejada a luz se
apagara.

Chave liga-desliga: além de permitir ligar ou desligar
o aparelho, é através dela que se altera a voltagem.

Controlador eletronico: reguldvel da temperatura
ambiente até 240 °C. Controle programavel
manualmente.

Termdmetro de Escala Linear: Serve para fazer a
medida da temperatura dentro da estufa. E colocado
através do respiro.

4.2 UTILIZACAO DA ESTUFA DE ESTERILIZACAO E

Antes de ligar, verificar se a estufa e a rede elétrica
sdo da mesma tensdo elétrica.

Para trocar a tensdo, soltar o parafuso que prende a
capa da chave, girar com a alavanca no ponto central.

Verificar a marcacdo existente no painel e fazer a
ligacdo de acordo com arede elétrica no local, reapertar
o parafuso que prende a capa da chave.

Regular o
programada.

termostato para a temperatura

Ligar a estufa na rede, o interruptor é acionado e a
lampada piloto acende.

Ao atingir a temperatura programada, a lampada
piloto apaga.

Colocar o termbmetro de maxima no orificio
localizado acima da estufa.
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10- USO E
LIMPEZA DAS
ESTUFAS DE
ESTERILIZACAO
E SECAGEM

4.3 PREPARACAOQ DO MATERIAL A SER ESTERILIZADO

Proteger as placas de Petri e pipetas graduadas com
papel de embrulho.

A temperatura de esterilizagdo € no minimo 170 °C.

O tempo necessario para esterilizacdo é no minimo
2 horas.

O papel que protege o material adquire cor parda,
ndo devendo escurecer em demasia e nem se tornar
guebradico.

4.4 CONTROLE DE TEMPERATURA

Para controlar a temperatura maxima atingida
durante a esterilizacdo, utilizar termdmetro de maxima
com trava.

Opcionalmente pode ser utilizado Bacillus subtillus
para a verificacdo da eficiéncia do processo de
esterilizagao.

Verificar a temperatura atingida pelo termémetro.
Ndo atingida a temperatura de esterilizagdo, retornar o
material para a estufa e esterilizar novamente.

Abrir o forno Pasteur somente depois que este
estiver atingido equilibrio com a temperatura ambiente,
pois o contato do ar frio com o vidro superaquecido
ird provocar quebra e estilhacos, podendo atingir o
operador.

A limpeza ¢é feita semanalmente com 4gua e
detergente neutro.

Apods a limpeza, é feita a desinfecgdo com alcool
70%.

Métodos de Analises Microbioldgicas para alimentos
— LARA.

Manual de Métodos de Andlise Microbioldgica de
alimentos — ITAL

6 REGISTROS

N&o aplicavel.
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11-USO E
LIMPEZA DO
FORNO DE
MICRO-ONDAS

1 OBJETIVOS E CAMPO DE APLICAGAO

Descrever os procedimentos para uso e limpeza do
forno micro-ondas. O Forno Micro-ondas é utilizado
para preparacdao de meios de cultura e fervura de tubos
de Durham.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes de uso do forno micro-ondas.

3 MATERIAIS

Detergente neutro, dlcool 70%.

4 PROCEDIMENTO
4.1 INSTRUCOES DE USO

Verifique se esta corretamente ligado e sem nenhum
material entre a porta e o gabinete;

Verifique se o prato giratdrio e seu suporte estdo
bem encaixados toda a vez que ligar o forno;

Nunca ligue o forno vazio, pois isso pode provocar
faiscas em seu interior;

Mantenha a tampa do guia de ondas sempre limpa:
residuos nesse local impedem a passagem das micro-
ondas, podendo provocar choque elétrico;

Se o0 material ou recipiente que estdo dentro do
forno faiscarem durante a operagdao, mantenha a porta

aparelho fechada, desligue-o e desconecte o cabo de
forca da tomada;

Use sempre luvas térmicas para retirar o material do
forno, pois ha transferéncia de calor aos recipientes;

Depois de retirar o material do forno, manuseie
com cuidado, evitando que o vapor formado pelo
aquecimento entre em contato com maos ou rosto do
manipulador.

4.2 CUIDADOS DURANTE A LIMPEZA

Mantenha sempre a porta aberta ao limpar qualquer
das partes de micro-ondas: isso evita que ele seja ligado
acidentalmente com o interior vazio;

Antes de limpar a parte interna, remova o prato
giratério e o suporte;

Nunca jogue agua em parte alguma do gabinete ou
da porta: limpe-os interna e externamente com pano
umedecido com uma mistura de agua e detergente
neutro;

Nunca utilize detergentes fortes (abrasivos), alcool,
amoniaco ou produtos quimicos ndo indicados, nem
use pos, palha de aco ou esponjas grossas para lavar
0S acessorios;

Para fazer a limpeza completa do forno (parte
interna e externa), desconecte o plugue da tomada;
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11-USO E
LIMPEZA DO
FORNO DE
MICRO-ONDAS

Caso a porta embacar e o interior do forno reter
agua apo6s o preparo de algum material, seque todas
as partes umedecidas com um pano macio (perfex®).

A limpeza geral obedece ao cronograma semanal.

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicagdes a medicina e a higiene. S3o Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sao Paulo: Editora Edusp, 2000.

6 REGISTROS

Nao aplicavel.

28
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12-USO E
LIMPEZA DAS
GELADEIRAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever os procedimentos para limpeza e uso
das geladeiras de acordo com a finalidade a que se
destinam. As geladeiras sdo utilizadas para manutencao
de amostras refrigeradas aguardando processamento
e de meios de cultura.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes — Geladeira / Freezer Consul.

3 MATERIAIS

Termdmetro, detergente neutro e alcool 70%.

4 PROCEDIMENTO
4.1 FINALIDADES

As geladeiras do Laboratério de Microbiologia
apresentam duas finalidades:

As geladeiras 1 e 2 sdo utilizadas para estocagem
de material de laboratorio tais como meios de cultura,
reagentes e outros materiais pertinentes as analises.

A geladeira 3, é utilizada para armazenamento de
material contaminado e cepas.

4.2 PROCEDIMENTO DE UTILIZACAO DE GELADEIRA

Regular o
programada;

termostato para a temperatura

Ligar a geladeira na rede.

4.3 PROCEDIMENTO DE LIMPEZA DAS

GELADEIRAS

A limpeza é feita mensalmente com dgua e
detergente neutro.

Apods a limpeza, é feita a desinfec¢do com alcool
70%.

|5 REFERENCIAS |

Método de Analises Microbioldgica para Alimentos —
LARA.

6 REGISTROS APLICAVEIS

Ndo aplicavel.
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1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza do
homogeneizador de amostras. O homogeneizador
€ um equipamento utilizado para a trituracdo e
homogeneizacdo de amostras.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrucdes do Bag Mixer® 400.

3 MATERIAIS

Detergente neutro, alcool 70%, esponjas e panos de
limpeza adequados.

4 PROCEDIMENTO
4.1 DESCRICAO DOS COMPONENTES

Botdo do timer

13-USO E
LIMPEZA DO
HOMOGENEIZADOR
DE AMOSTRAS
(STOMACHER)

Alavanca para a abertura e fechamento da porta
Conjunto de pas homogeneizadoras.

4.2 INSTALACAO DO HOMOGENEIZADOR

Remover o equipamento da embalagem.
Colocar em uma superficie plana e estavel.

4.3 UTILIZACAO DO HOMOGENEIZADOR

Ligar o aparelho na corrente elétrica.

Ajustar o tempo necessdario para a homogeneizacdo
de acordo com a amostra.

Abrir a porta e inserir o saco estéril com a amostra
e o diluente.

Fechar a porta prendendo a extremidade do saco.

O homogeneizador iniciara o ciclo automaticamente,
parando no final do tempo estabelecido.

Abrir a porta e retirar a saqueta.

O homogeneizador estard pronto para um novo ciclo.

4.4 LIMPEZA DO HOMOGENEIZADOR

Desligar da corrente elétrica.

A limpeza é feita semanalmente ou mais
frequentemente, se necessario, com agua e detergente
neutro.

Utilizar pano adequado passando nas pds de
homogeneizagao e no interior do equipamento.

Cuidar para que residuos de detergente ndo
permanegam no equipamento.

Apds a limpeza, é feita a desinfeccdo com alcool 70%.

Ndo aplicavel.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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14- USO E
LIMPEZA DA
INCUBADORA
PARA BOLORES
E LEVEDURAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza da
incubadora para fungos.

A incubadora para fungos é um equipamento
utilizado para a cultura de amostras submetidas a
pesquisa de bolores e leveduras.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de
Marconi.

Instrugdes Incubadora de Fungos

3 MATERIAIS

Termostato, detergente neutro e alcool 70%.

4 PROCEDIMENTO

A INCUBADORA DE FUNGOS E UTILIZADA
EXCLUSIVAMENTE PARA O CULTIVO DE BOLORES E
LEVEDURAS.

4.1 PROCEDIMENTO DE UTILIZACAO DA INCUBADORA

PARA FUNGOS

Acionar o interruptor geral e deixar os componentes
eletronicos estabilizarem por 5 minutos, lembrando
sempre que o mesmo ndo pode ser ligado e desligado
em intervalos inferiores a 3 minutos.

Selecionar a temperatura desejada.

Alampada piloto ao apagar, indica que atemperatura
de termostatizacdo foi atingida e, apds isto, iniciam-
se 0s ciclos de liga-desliga, para manutencdo da
temperatura desejada.

Aguardar a estabilizacdo da temperatura +/- 30
minutos.

Em caso de necessidade de movimentacdo do
aparelho, esperar 30 minutos antes de religa-lo.

Ndo abrir a porta frequentemente para evitar a
condensacdo dentro da cdmara interna.

Para evitar
da temperatura,
constantemente.

problemas com a estabilizacdo
manter o interruptor ligado

A TEMPERATURA DEPENDE DA METODOLOGIA
EMPREGADA. O LIMITE DE TOLERANCIA FICA EM
+1°C.

A limpeza é realizada semanalmente.
Limpar com uma esponja, agua e detergente neutro.

Retirar todo o residuo de espuma com um pano
enxaguado em agua limpa.

Para a desinfeccdo, passar um pano umedecido em
alcool 70%.
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Método de Andlises Microbioldgica para Alimentos —
LARA

14- USO E

LIMPEZA DA
Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de
INCUBADORA alimentos — ITAL.

PARA BOLORES BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicagcOes a medicina e a higiene. S3o Paulo:

E LEVEDURAS Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sao Paulo: Editora Edusp, 2000,
129p.

6 REGISTROS

Ndo aplicavel.

32
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15- USO E
LIMPEZA DA
AUTOCLAVE

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de uso e limpeza da
autoclave. A autoclave é um aparelho utilizado nos
processos de esterilizacdo a vapor e pressdo, sendo
empregada para materiais destinados a analises, meios
de cultura e materiais contaminados para descarte.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Manual de Instrugdes da autoclave Phoenix®.

3 MATERIAIS

Detergente neutro, esponja, jarra, agua potavel,
agua deionizada ou destilada.

4 PROCEDIMENTO
4.1 UTILIZACAOD DA AUTOCLAVE

Abrir a tampa e colocar dgua na caldeira até cobrir o
descanso do cesto.

Introduzir o material a ser esterilizado.

Fechar a tampa, apertando bem e por igual, os
manipulos.

Abrir o registro de pressdo e ligar a chave elétrica no
calor maximo.

Aguardar o comeco da saida do jato continuo de
vapor d’dgua e, entdo, fechar o orificio de escapamento.

Atingida a pressdo de trabalho, regular a chave
elétrica para o médio, a fim de manter a pressao.

Verificar a vdlvula de seguranca de modo que o
mandmetro fique estavel.

Regular o reldgio minuteiro para controlar o tempo
de esterilizacdo.

Terminado o tempo de esterilizacdo, desligar a
autoclave.

Esperar o mandmetro descer a zero e abrir o registro
para a saida do vapor.

O TEMPO PARA A REDUCAO DA PRESSAO E
IMPRESCINDIVEL PARA A EFICIENCIA DA
ESTERILIZACAO.

Jamais se deve forgar um abaixamento da pressao
para abrir a autoclave, pois todo o procedimento serd
comprometido.

Abrir a tampa e retirar o material sempre utilizando
luvas de amianto.

Em cada esterilizacdo verificar o nivel de dgua.

Para troca de 4gua e limpeza da autoclave utilizar o
registro inferior.

Materiais limpos e materiais contaminados sdo
autoclavados em ciclos separados.
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15- USO E
LIMPEZA DA
AUTOCLAVE

O material limpo é esterilizado em autoclave a
temperatura de 121 °C, com tolerancia de 1 °C, por
15 minutos.

A esterilizagdo em excesso de meios de cultura
pode alterar caracteristicas bioquimicas, propriedades
nutritivas e deteriorar a qualidade do meio;

Esterilizacdo insuficiente pode ndo destruir as
bactérias presentes;

A eficiéncia da esterilizagdo pode ser observada
através do controle da temperatura ou da eficiéncia
bioldgica.

Para melhor eficiéncia da autoclave é recomendavel:
— N&o empacotar objetos totalmente fechados.

— Garantir o perfeito vedamento da tampa antes de
ligar o vapor.

— Retirar todo o excesso de ar, trocando-o por vapor.

— Aguardar o equilibrio de pressao antes de reabrir a
autoclave. Observar continuamente as marcacées
do mandémetro e do termdémetro.

— Para abrir a tampa da camara de autoclave, deve-
se observar se todo o vapor foi evacuado e se o
manometro esta marcando zero.

- Para retirada de material recém autoclavado, deve-se
utilizar luvas de amianto de cano longo.

- A agua utilizada na autoclave deve ser destilada ou
deionizada.

4.2 CONTROLE DA TEMPERATURA

Opcao 1:

a) Utilizar, a cada ciclo, fitas para autoclave que sdo
esterilizadas junto com o material.

b) Findo o periodo de esterilizacdo, verificar a cor
desenvolvida na fita.

c) O desenvolvimento de listras mais escuras na fita
indica a temperatura de esterilizacdo atingida.

d) Utilizar juntamente com as fitas para autoclave,
termdmetro de maxima com trava e, no fim da
esterilizacdo, verificar a temperatura maxima.

e) Ndo atingida a temperatura de esterilizacdo,
recomecar todo o processo.

f) Caso a temperatura de esterilizacdo ultrapassar a
temperatura recomendada, descartar o material
autoclavado.

g) Os dados obtidos sdo anotados em relatério de
controle.

Opcao 2:

a) Pode-se avaliar a eficiéncia das esterilizacGes através
do controle de eficiéncia bioldgica:

b) Utilizar esporos de Bacillus stearothermophylus.
Devido a termorresisténcia dos esporos, estes
somente sdo destruidos a uma temperatura de
120+/-1 °C, por 15 minutos, com 1 atm de pressao.
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15- USO E
LIMPEZA DA
AUTOCLAVE

Em temperaturas mais baixas ou periodos mais
curtos ndo ha destruicdo dos esporos.

c) As ampolas sdo colocadas junto com o material a
esterilizar, acondicionadas em tubo de ensaio
para evitar que, no caso de rompimento de uma
ampola haja contaminacdo.

d) Apds o tratamento em autoclave é controlado o
resultado através da incubacdo das ampolas em
estufa, a 55 °C, por 24/48 horas.

e) Incubar junto uma ampola que ndo tenha sido
esterilizada como prova de controle.

f) Sendo a esterilizacdo eficiente ndo ha crescimento
de Bacillus stearothermophylus e a coloracdo
violeta da ampola permanece inalterada.

g) Em caso de esterilizacdo ineficiente, o crescimento
dos bacilos é observado pela turvacao do caldo e
acidificacdo por fermentacdo dos acgulcares e sua cor
muda de violeta para amarelo.

h) A ampola controle também muda de coloragdo
passando de violeta para amarelo.

Autoclaves de esterilizacao de meios de cultura e
vidraria

A limpeza é feita semanalmente com dgua e
detergente neutro.

Autoclaves de esterilizagdo de material contaminado

A limpeza é feita apds cada ciclo com dgua e
detergente neutro.

Manual de Métodos de Andlise Microbiolégica de

alimentos — ITAL.

BIER, Otto. Bacteriologia e imunologia em suas
aplicacdes a medicina e a higiene. S3o Paulo:
Melhoramentos, 1975.

LACAZ-RUIZ, Rogério. Manual Pratico de
Microbiologia Basica. Sao Paulo: Editora Edusp, 2000.

6 REGISTROS

Nao aplicavel.
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1 OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAO Agitar o conteldo durante alguns segundos, e

Descrever o procedimento de uso e limpeza do prosseguir a analise.
1 6 USO E agitador de tubos de ensaio.

O agitador de tubos de ensaio é um aparelho [FWETTTIFTY

LIMPEZA DO importante no processo de analises microbioldgicas, Antes e depois do uso, o agitador deve ser limpo
ja que homogeneiza o conteldo dos tubos de ensaio com aleoddo embebido er;1 slcool 70%
AGITADOR DE através de agitacdo circular. & '
TUBOS 2 REFERENCIAS NORMATIVAS 5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
N30 aplicavel Ndo aplicavel.

3 MATERIAIS 6 REGISTROS

; . Ndo aplicavel.
Alcool 70% e algodao.

4 PROCEDIMENTO
4.1 UTILIZACAO DO AGITADOR DE TUBOS

O aparelho deve ser ligado na corrente elétrica.

A chave liga/desliga deve ser posicionada na op¢ao
LIGA.

Deve-se selecionar a agitacdo desejada (continua ou
nao).

Paraagitarotubo, basta, segurando firme, posiciona-
lo sobre o suporte, na parte superior do aparelho e
pressionar para que seu funcionamento inicie.
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1 OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAQ

Descrever o procedimento de uso e limpeza do
contador de col6nias. O contador de colbénias é um
utensilio que auxilia na contagem das colonias de micro-
organismos cultivadas nas placas de petri, através de
sua observacdo na lupa, e com iluminacéo.

17-USO E
LIMPEZA DO
CONTADOR DE

" 2 REFERENCIAS NORMATIVAS
COLONIAS

Nao aplicavel.

3 MATERIAIS

Placade petricomculturaecanetapararetroprojetor.

Alcool 70% e algod3o.

4 PROCEDIMENTO
4.1 UTILIZACAOD DO CONTADOR DE COLONIAS

Ligar o aparelho na corrente elétrica.

Liga-lo no botdo liga/desliga — este procedimento
acenderd a lampada.

Colocar a placa com a cultura sobre a base
guadriculada.

Contar as colOnias existentes.

Caso, o numero de colonias seja muito elevado,
pode-se contar um quadrante e multiplicar por 20. Esta

serd uma contagem estimada do numero de colbnias
da placa.

4.3 LIMPEZA

Depois do uso, o equipamento deve ser limpo com
algoddo embebido em dlcool 70%.

Ndo aplicavel.

6 REGISTROS

Nao aplicavel.
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1 OBJETIVO

Descrever o procedimento de uso e limpeza do
contador de col6nias.

18- USO E
LIMPEZADO Py
ESTERILIZADOR

O contador de colonias é um utensilio que auxilia na
contagem das colbnias de micro-organismos cultivadas
z nas placas de petri, através de sua observacdo na lupa,
A VACUO e com iluminacao.

3 REFERENCIAS NORMATIVAS

Nao aplicavel.

4 MATERIAIS

Placade petricom culturaecanetapararetroprojetor.

Alcool 70% e algodio.

5 PROCEDIMENTO
5.1 UTILIZACAO DO CONTADOR DE COLONIAS

Ligar o aparelho na corrente elétrica.

Ligd-lo no botdo liga/desliga — este procedimento
acenderd a lampada.

Colocar a placa com a cultura sobre a base
guadriculada.

Contar as colOnias existentes.

Caso, o numero de colbnias seja muito elevado,
pode-se contar um quadrante e multiplicar por 20. Esta
serd uma contagem estimada do numero de colbnias
da placa.

5.2 LIMPEZA

Depois do uso, o agitador deve ser limpo com
algoddo embebido em dlcool 70%.

6 REFERENCIAS

Ndo aplicavel.

7 REGISTROS

Nao aplicavel.
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19- PESAGEM
DE AMOSTRAS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Descrever o procedimento de pesagem de amostras
para analise microbioldgica.

A pesagem correta das amostras € de suma
importancia para a inocuidade da amostra e sua
proporcionalidade em relagao ao diluente.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS
ISO 6887-1: 2011.

3 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
Alcool 70%;

Algodao;

Colher estéril, pinca estéril, cabo e lamina de bisturi
estéreis (de acordo com a amostra a ser pesada);

Bolsa plastica estéril;
Balanca de precisao;

Bico de Bunsen ou capela de fluxo laminar.

4 PROCEDIMENTO

4.1 Desinfetar com algoddo e alcool 70% e ligar a
balanca conforme IT MIC004;

4.2 Ligar a chama, ou utilizar a capela de fluxo laminar,
seguindo a IT MIC0O06;

4.3 Proximo a chama, ou com a exaustdo da capela
ligada, pesar, em uma bolsa estéril uma quantidade
de amostra representativa de, no minimo 10 g ou 10
mL, variando em, no maximo 5% do valor pesado, para
menos ou para mais;

4.4 Fechar assepticamente a bolsa e repetir com as
demais amostras;

4.5 Desligar a balancga.

Ndo aplicavel.

6 REGISTROS

Nao aplicavel.
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20- PREPARO
DA SUSPENSAO
INICIAL E
DILUICOES
DECIMAIS DE
AMOSTRAS

1 OBJETIVO

Descrever o procedimento de preparo da suspensao
inicial e das diluicdes decimais das amostras para
analises microbioldgicas.

2 CAMPO DE APLICACAD

A diluicdo das amostras garante a inoculacdo
adequada dos microrganismos no meio de cultura.

3 REFERENCIAS NORMATIVAS

ISO 6887-1: 2011.

4 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Alcool 70%;
Algodado;

Tubos de ensaio ou frascos com diluente apropriado,
na quantidade necessaria para a amostra (9 partes de
diluente para uma parte de amostra);

ponteiras de 1 mL;

Micropipetador de 1 mL;

Agitador de tubos;

Homogeneizador de amostras (Stomacher);

Bico de Bunsen ou capela de fluxo laminar.

5 PROCEDIMENTO

5.1 Efetuara pesagem daamostra, conforme IT MICO18;

5.2 Com a chama ligada, adicionar a bolsa com a
amostra, o diluente na proporcdo indicada no item 4;

5.3 Homogeneizar no stomacher, observando a IT
MIC012;

5.4 Se a amostra possuir grandes particulas, deixar
descansar para que as mesmas sedimentem. Esta sera
a suspensao inicial.

5.5 Com auxilio de ponteira e micropipetador estéreis,
subtrair 1 mL desta suspensao e repassar para um tubo
de ensaio contendo o diluente apropriado;

5.6 Homogeneizar com o agitador de tubos (ver IT
MICO15). Esta sera a primeira diluicdo decimal, e a
partir dela, serdo feitas as sucessivas dilui¢es, de
acordo com a necessidade de cada amostra.

6 REFERENCIAS

Ndo aplicavel.

7 REGISTROS

Ndo aplicavel.
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1-PREPARACAD
E
CONSERVACAO
DE MEIOS DE
CULTURA

PREPARACAO E CONSERVACAO DE MEIOS DE
CULTURA

Meios de cultura desidratados fornecidos por
diferentes fabricantes podem apresentar pequenas
diferencas em suas composicoes.

Observar atentamente a quantidade necessdria
de meio desidratado, em gramas por litro de meio
a ser preparado, o modo de preparo, o tempo e a
temperatura de esterilizagdo em cada caso.

Ao adquirir meios de cultura, observar atentamente
a formulacdo, comparando-a com aquela indicada
neste manual. As vezes, as diferentes marcas utilizam
diferentes termos para uma mesma substancia. Por
exemplo, os termos triptona e tripticase referem-se
a peptona de caseina obtida por digestdo triptica ou
pancredtica. Assim, os produtos Agar tripticase soja,
Agar soja triptona, Caso Agar (antigo Casoy) referem-se
a um produto que contém peptona de caseina (obtida
por digestdo triptica ou pancredtica) e peptona de
farinha de soja.

PREPARACAO E DISTRIBUICAO DE MEIOS DE
CULTURA

e Os meios comerciais devem ser hidratados em
pequena quantidade de dgua até que todo o meio
fiqgue Umido e so depois deve-se acrescentar o
restante da agua.

Os meios preparados ndo comerciais devem ser
pesados separadamente em papel manteiga ou
papel aluminio e adicionados em um Unico frasco
(normalmente em béquer), hidratar em pequena
quantidade de agua até que todo o meio fique
Umido e sé depois deve-se acrescentar o restante
da dgua.

Sempre que for necessario, levar o meio para
fundir, usar vidro Pyrex®, aquecer sobre a tela de
amianto ou similar e tripé, no bico de Bunsen ou, se
permitido, em micro-ondas.

Usar sempre luvas térmicas apropriadas para
laboratdrio para manipular vidrarias quentes;

Sempre que for usado o termo “esterilizar em
autoclave”, otempo de esterilizacdo e atemperatura
deve ser compativel com o meio a ser produzido,
conforme orientacdo do fabricante.

Sempre que for usado o termo “esterilizar por
filtragGo”, usar o filtro com porosidade de 0,22
micra, recomendado para particulas bacterianas.

Quando distribuir o meio antes de autoclavar, os
tubos ndo precisam estar esterilizados;

Quando distribuir o meio apds a autoclavagdo,
os tubos, frascos, placas, pipetas e vidrarias ou
materiais auxiliares obrigatoriamente devem ser
estéreis.

Os meios devem ser autoclavados com as tampas
semiabertas, para que a esterilizacdo seja por igual
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1-PREPARACAD
E
CONSERVACAO
DE MEIOS DE
CULTURA

em todo o contelddo dos tubos- tampas fechadas
ndo permitem a entrada do vapor.

CONTROLE DE QUALIDADE, ESTERILIDADE E
CRESCIMENTO

Para controle dos meios confeccionados, incubar
placas ou tubos ndo inoculados a 36+ 1 °C por 24
horas.

Ndo deve haver mudancga de cor nem crescimento
de qualquer colbnia.

Para o controle de crescimento, sempre que possivel
usar cepas ATCC, que sdo cepas de referéncias de
origem e padrdo definido de provas para a sua
caracterizagao.

Se ndo for possivel o uso de cepas ATCC, usar cepas
100% positivas para os controles de qualidade de
crescimento realizados.

RECOMENDACOES GERAIS

Evitar usar meios vencidos (liofilizados e prontos
para uso); se usar, certificar-se com o controle de
crescimento de que realmente esta funcionando.

Ndo usar meios prontos para uso em tubos ou placas
que estejam ressecados.

Observar com atencdo para as instrucées de alguns
inéculos que sdo especificos para alguns meios de
cultura.

Recomenda-se o uso de tubos com tampa de
rosca, pois evitam o ressecamento rapido do meio
(tamanho dos tubos utilizados geralmente sdo de 11
por 100 mm).

Todos os meios confeccionados devem ser
devidamente identificados com o nome, data de
fabricacdo e data de validade.

Todos os meios de placa devem ser embalados
em filme pldstico PVC transparente para evitar o
ressecamento.

Evitar o uso de sacos pldsticos para embalar as
placas, pois a dgua de condensacdo formada facilita
a proliferacdo de fungos; para meios de cultura em
tubos, colocar em sacos plasticos, procurando tirar o
excesso de ar. Convém guardar os tubos com meios
preparados em sacos plasticos, para sua maior
seguranca.
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2- CONTAGEM
TOTAL DE
MICRORGANISMOS
EM AGUA
UTILIZANDO

0 MEIO AGAR
NUTRIENTE

1 OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAO:

Aplica-se a enumeracdo de bactérias em agua
potavel tratada, incluindo também d&guas minerais
engarrafadas.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES:

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS:

Balanca semianalitica; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador de
0,1 a 1 mL; estufa bacterioldgica a 22 2¢C +/-1C, e a
36°2C+/-1°C.

4 REAGENTES E MATERIAIS:

Agar Nutriente — Extrato de levedura; Alcool 70%;
solucdo salina peptonada 0,1%; algoddo; placas de
petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Efetuar a suspensdo inicial da amostra e suas
diluicBes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAD EM PLACAS

Dispensar 1 mL de amostra em duplicata em placas
de petri identificadas.

Verter de 15 a 20 mL de agar sobre a amostra,
homogeneizar e esperar a solidificar em superficie
plana.

5.3 INCUBACAO

Incubar a metade das placas de petri invertidas a 36
+/-19C, durante 44 +/- 4 horas, e a outra parte a 22+/-1
°C, durante 68 +/- 4horas.

5.4 CONTAGEM DAS COLONIAS

Contar as colbnias presentes nas placas e calcular
0 numero estimado de colbnias presentes em 1 mL de
amostra.
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2- CONTAGEM
TOTAL DE
MICRORGANISMOS
EM AGUA
UTILIZANDO

0 MEIO AGAR
NUTRIENTE

5.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Expressar o resultado em UFC/mL.

Ndo havendo crescimento bacteriano, expressar os
resultados como ndo detectados em 1 mL. Havendo
mais de 300 colbnias nas placas com as maiores
diluicdes, expressar o resultado como >300.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 6222:1999.

7 REGISTROS

Nao aplicavel.
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3- CONTAGEM
DE BOLORES E
LEVEDURAS EM
PRODUTOS COM
ATIVIDADE DE
AGUA MENOR
OU IGUAL A
0,95

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a enumeracdo de bolores e leveduras em
produtos cuja atividade de agua seja menor ou igual a
0,95.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanga semianalitica; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador
de 0,1 a 1 mL; incubadora a 25 °C +/- 1 °C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar Base Glicerol Diclorano (DG18); Alcool 70%;
solucdo salina peptonada 0,1%; algodao; pinca, bisturi
e cabo para este, estéreis; saqueta plastica estéril;
ponteira de 1 mL estéril; alca de drigalski estéril; placas
de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 CONCEITOS

Colbnia

Acumulo de massa microbiana localizada e visivel
desenvolvida sobre ou dentro de meio nutriente sdélido
a partir de uma particula viavel.

Leveduras

Microrganismos aerobicos mesofilicos, os quais,
a 25°C em meio agar micoldgico sob as condicGes
estabelecidas nesta parte da ISO 21527, desenvolvem
coldnias redondas, foscas ou ndo, sobre a superficie do
meio, geralmente possuindo borda regular e superficie
medianamente convexa.

Bolores

Microrganismos  filamentosos, mesofilicos e
aerobicos, os quais, em meio agar micologico sob as
condicdes estabelecidas nesta parte da ISO 21527,
desenvolvem propagulos/gametangios ou colbnias,
achatados ou aveludados, geralmente com corpos de
frutificagcdo ou esporos coloridos.
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5.2 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra e/ou efetuar sua suspensdo inicial e
3- CONTAGEM suas diluicGes decimais conforme necessidade.

DE BOLORES E

LEVEDURAS EM Dispensar 0,1 mL de amostra na superficie do agar
nas placas de petri identificadas.

PRODUTOS COM Espalhar o inéculo com alca de drigalski.
ATIVIDADE DE

e Incubar as placas de petri sem inverter a 25 +/-1 C,
AGUA MENOR durante 5 a 7 dias. No caso de suspeita de Xeromices

bisponi, incubar por 10 dias.
OU IGUALA
0.95 5.5 CONTAGEM DAS COLONIAS

Contar as col6nias presentes nas placas contendo
até 150 coldnias.

Bolores e leveduras devem ser contados
separadamente.

5.6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Expressar o resultado em UFC/mL ou UFC/g.

NOTA: manipular as placas com cuidado devido a
facilidade da dispersdo de esporos no ar.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 21527-2:2008.

7 REGISTROS

Ndo aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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4- CONTAGEM
DE BOLORES E
LEVEDURAS EM
PRODUTOS COM
ATIVIDADE DE
AGUA MAIOR
QUE 0,95

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a enumeracdo de bolores e leveduras em
produtos cuja atividade de agua seja maior que 0,95.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS:

Balanca semianalitica; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador de
0,1 a1 mL;incubadoraa 25 eC +/-1 °C.

4 REAGENTES E MATERIAIS:

Agar Base Diclorano Rosa de Bengala com
Cloranfenicol (DRBC); Alcool 70%; solucdo salina
peptonada 0,1%; algoddo; pinca, bisturi e cabo para
este, estéreis; saqueta plastica estéril; ponteira de 1 mL
estéril; alca de drigalski estéril; placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 CONCEITOS

Colbnia

Acumulo de massa microbiana localizada e visivel
desenvolvida sobre ou dentro de meio nutriente sdélido
a partir de uma particula viavel.

Leveduras

Microrganismos aerobicos mesofilicos, os quais,
a 25 °C em meio agar micoldgico sob as condicbes
estabelecidas nesta parte da ISO 21527, desenvolvem
coldnias redondas, foscas ou ndo, sobre a superficie do
meio, geralmente possuindo borda regular e superficie
medianamente convexa.

Bolores

Microrganismos  filamentosos, mesofilicos e
aerobicos, os quais, em meio agar micologico sob as
condicdes estabelecidas nesta parte da ISO 21527,
desenvolvem propagulos/gametangios ou colbnias,
achatados ou aveludados, geralmente com corpos de
frutificagcdo ou esporos coloridos.
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5.2 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra e/ou efetuar sua suspensdo inicial e
4. CONTAGEM suas diluicGes decimais conforme necessidade.

DEBOLORES b oy

LEVEDURAS EM Dispensar 0,1 mL de amostra na superficie do agar
nas placas de petri identificadas.

PRODUTOS COM Espalhar o inéculo com alca de drigalski.
ATIVIDADE DE

Incubar as placas de petri sem inverter a 25 +/-1 C,

I',\GUA MAIOR durante 5 dias.

QUE 0,95
5.5 CONTAGEM DAS COLONIAS

Contar as col6nias presentes nas placas contendo
até 150 coldnias.

Bolores e leveduras devem ser contados
separadamente.

5.6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Expressar o resultado em UFC/mL ou UFC/g.

NOTA: manipular as placas com cuidado devido a
facilidade da dispersdo de esporos no ar.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA:
Norma ISO 21527-1:2008.

7 REGISTROS:

Ndo aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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5- CONTAGEM DE
ENTEROBACTERIACEAE

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a enumeracdo de colonias de
Enterobacteriaceae em analises microbioldgicas.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

ITMICO18 e IT MICO1S.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisdo; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador de
0,1a 1 mL; incubadoraa37eC+/-1¢9C.

4 REAGENTES E MATERIAIS:

Agar VRBG; agar Nutriente; agar Glicose; Alcool
70%; solucdo salina peptonada 0,1%; algoddo; pinca,
bisturi e cabo para este, estéreis; saqueta plastica
estéril; ponteira de 1 mL estéril; alca de drigalski estéril;
placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra e / ou efetuar sua suspensao inicial
e suas diluicdes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAD EM PLACAS

Dispensar 1 mL de amostra na placa de petri
identificada.

Verter 10 mL de 4gar VRBG sobre o indculo e
homogeneizar. Deixar solidificar e verter mais 15 mL
de agar como cobertura para criar uma ambiente de
semianaerobiose.

5.3 INCUBACAO

Incubar as placas de petri invertidas a 37 +/-1 2C,
durante 24 +/- 2 horas.



LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA: normas gerais, instrucdes de trabalho e procedimentos operacionais padrées

5- CONTAGEM DE
ENTEROBACTERIACEAE

5.4 CONTAGEM DAS COLONIAS

Selecionar as placas contendo até 150 colbnias
caracteristicas (rosa até vermelho ou roxa, com ou sem
halo).

Contar as colbnias caracteristicas e selecionar
aleatoriamente 5 destas para repique.

Estriar as colonias selecionadas sobre o agar
nutriente e incubar a 37 +/-1 9C, durante 24 +/- 2 horas.

Realizar o teste de oxidase, estriando uma col6nia
sobre a tira teste. Ndo havendo mudanca de cor,
conforme indicacdo do fabricante das tiras, considerar
o teste negativo.

5.5 TESTE DE FERMENTACAO

Com agulha de inoculacdo, semear as colonias
negativas para oxidase, em tubos com agar glicose e
incuba-los a 37 +/-1 C, durante 24 +/- 2 horas.

O desenvolvimento de uma coloragdo amarelada no
meio indica resultado positivo.

5.6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Colonias glicose positivas e oxidase negativas sao
consideradas Enterobacteriaceae.

Expressar o resultado em UFC/g ou mL.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 21528-2:2004.

7 REGISTROS

Ndo aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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6- CONTAGEM
PADRAO DE
MICRORGANISMOS
MESOFILOS
AEROBIOS
ESTRITOS E
FACULTATIVOS
VIAVEIS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a enumeracdo de microrganismos
mesofilos aerdbios estritos e facultativos vidveis em
amostras matérias-primas, alimentos e agua.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisao; Equipamento de
homogeneizacdo; bico de Bunsen ou capela de
fluxo laminar; micropipetador de 0,1 a 1 mL; estufa
bacteriolégica a 36 +/- 1 °C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar PCA; Solucdo de TTC; Alcool 70%; solucdo
salina peptonada 0,1%; algodao; placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra, e efetuar sua suspensdo inicial e
suas diluicGes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAD EM PLACAS

Dispensar 1 mL de amostra e das diluicdes
necessarias em placas de petri identificadas.

Verter de 15 a 20 mL de agar PCA sobre a amostra,
homogeneizar e esperar solidificar.

5.3 INCUBACAO

Incubar as placas de petri invertidas a 36 +/-1 2C,
durante 48 horas.

5.4 CONTAGEM DAS COLONIAS

Selecionar as placas para leitura, da seguinte forma:

Entre 25 e 250 col6nias para produtos em geral e
entre 20 e 300 colbnias para agua.
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6- CONTAGEM
PADRAO DE
MICRORGANISMOS
MESOFILOS
AEROBIOS
ESTRITOS E
FACULTATIVOS
VIAVEIS

5.5 EXPRESSAQ DOS RESULTADOS

Contar as col6nias e expressar o resultado em UFC/g
ou mL.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA:

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
IN N°62, 26 de agosto de 2003.

7 REGISTROS:

Nao aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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7- CONTAGEM
TOTAL DE
COLIFORMES
TOTAIS E
TERMOTOLERANTES

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a contagem de coliformes totais e
termotolerantes em alimentos, matérias-primas e
racdes que contenham limite maximo igual ou superior
a 100 UFC/g ou mL de amostra.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisao; Equipamento de
homogeneizacdo; bico de Bunsen ou capela de
fluxo laminar; micropipetador de 0,1 a 1 mL; estufa
bacterioldgica a 36 +/- 1 2C; banho-maria a 45 °C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar VRB; Caldo Verde Brilhante Bile 2% lactose;
Caldo EC; Alcool 70%; solucdo salina peptonada 0,1%;
algoddo; placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra, e efetuar sua suspensdo inicial e
suas diluicGes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAD EM PLACAS

Dispensar 1 mL de amostra e das dilui¢cdes desejadas
em placas de petri identificadas.

Verter 15 mL de agar VRBA sobre a amostra,
homogeneizar e esperar solidificar. Adicionar mais 10
mL de VRBA formando uma sobrecamada.

5.3 INCUBACAO

Incubar as placas de petri invertidas a 36 +/-1 2C,
durante 18 a 24 horas.

5.4 CONTAGEM DAS COLONIAS

Selecionar as placas para leitura, as placas que
contenham entre 15 e 150 col6nias.
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7- CONTAGEM
TOTAL DE
COLIFORMES
TOTAIS E
TERMOTOLERANTES

Contar as colbnias tipicas, ou seja, as que
apresentarem cor résea, com 0,5 a 2 mm de diametro,
rodeadas ou ndo por uma zona de precipitacao da bile
presente no meio. Anotar os resultados da contagem.

Contar colonias tipicas e atipicas separadamente e
prosseguir com a confirmacdo, selecionando de 3 a 5
coldnias dos dois tipos para repique.

Inocular cada colénia em tubos contendo caldo
verde brilhante bile 2% lactose e tubos de Durham, e
incubar a 36 +/- 1 C por 24 a 48 horas.

A presenca de coliformes totais é confirmada através
da formacdo de gas em pelo menos 1/10 do tubo de
Durham, ou ainda, pela efervescéncia quando agitado
gentilmente.

Anotar o resultado para cada colonia utilizada, bem
como a sua dilui¢do.

Tubos que apresentarem resultado negativo apds
24 horas deverdo ser incubados por mais 24 horas.

Coliformes Termotolerantes:

Inocular as colbnias suspeitas em tubos contendo
caldo EC com tubos de Durham, e incubar a 45 +/- 2 °C,
por 24 a 48 horas em banho-maria com agitacao.

O resultado positivo é dado da mesma forma que na
confirmacdo de coliformes totais (ou por formacdo de
gds, ou efervescéncia).

Da mesma forma, se ndo houver formacdo de gas
em 24 horas, as amostras deverdo ser reincubadas por
mais 24 horas.

5.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Para calculo dos resultados, consultar o Anexo IV
da IN 62 “Procedimento para contagem de colonias”, e
expressar o resultado em UFC/g ou mL.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA:

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
IN N°62, 26 de agosto de 2003.

7 REGISTROS:

Nao aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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8- NUMERO MAIS
PROVAVEL DE
COLIFORMES

TOTAIS E
TERMOTOLERANTES
EM AGUA

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a determinacdo do NMP de coliformes
totais e termotolerantes em agua e gelo usados em
estabelecimentos produtores de alimentos.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Bico de Bunsen ou capela de fluxo laminar;
micropipetador de 0,1 a 1 mL; estufa bacteriologica a
36 +/- 1 °C; banho-maria a 45 @C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Caldo Lauryl Sulfato de Sédio concentragdo simples e
dupla; Caldo Verde Brilhante Bile 2% lactose; Caldo EC;
Alcool 70%; solucdo salina peptonada 0,1%; algod3o;
placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PREPARO DE AMOSTRA

Preparar a amostra de agua de acordo com as
instrucdes contidas nas ISOS 6887 e7218.

No caso de amostras de gelo, quando encaminhadas
em frascos de boca larga, deixar descongelar no préprio
frasco, sob refrigeracdo, pelo periodo necessario para
seu completo descongelamento.

Antes do inicio da anadlise, homogeneizar bem.

Quando o gelo for encaminhado em sacos plasticos,
colocar a amostra dentro de outro saco plastico
resistente (sem perfuracdes) e deixar descongelar,
sob refrigeracdo, pelo periodo necessario para seu
completo descongelamento.

Apds descongelamento total, verificar a presenca de
agua no saco plastico de protecdo da amostra, o que
indica a presenca de perfuracbes na embalagem do
gelo. Nesse caso, ndo analisar a amostra.

Da mesma forma, as amostras de gelo que chegarem
descongeladas ou em descongelamento deverdo ser
descartadas.
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8- NUMERO MAIS
PROVAVEL DE
COLIFORMES

TOTAIS E
TERMOTOLERANTES
EM AGUA

Quando a embalagem da amostra de gelo mostrar
evidéncias de que ndo continha perfuragdes, apds o
descongelamento total, homogeneizar bem e proceder
a anadlise, seguindo o procedimento estabelecido para
amostras de agua.

5.2 INOCULACAO

Dispensar 10 mLdaamostraem uma série de 3 tubos
contendo lauryl sulfato de sodio em concentragao
dupla.

Inocular 1 mL em uma série de 3 tubos contendo
lauryl sulfato de sédio em concentracgdo simples.

Efetuar uma diluicdo decimal e dispensar 1 mL desta
em outra série de 3 tubos contendo lauryl sulfato de
sédio em concentragdo simples.

5.3 INCUBACAOQ

Incubar os tubos a 36 +/- 1 2C, por 24 a 48 horas.

5.4 LEITURA

A positividade para coliformes totais é dada pela
formacdo de gas (pelo menos 1/10) nos tubos de
Durham e por efervescéncia sob gentil agitacdo da
amostra.

Anotar o nimero de tubos positivos para cada série.

Repicar dos tubos de lauryl sulfato de sddio para
tubos contendo caldo verde brilhante bile 2% lactose
e tubos de Durham, e incubar a 36 +/- 12C por 24 a 48
horas.

5.4.1CONFIRMACAO DE TOTAIS

A presenga de coliformes totais é confirmada através
da formacdo de gas em pelo menos 1/10 do tubo de
Durham, ou ainda, pela efervescéncia quando agitado
gentilmente.

Anotar o nimero de tubos positivos para cada série
de diluicdo.

Tubos que apresentarem resultado negativo apds
24 horas deverdo ser incubados por mais 24 horas.

5.4.2 COLIFORMES TERMOTOLERANTES

Repicar dos tubos de lauryl sulfato de sédio para
tubos contendo caldo EC com tubos de Durham, e
incubar a 45 +/- 0,2 2 C, por 24 a 48 horas em banho-
maria com agitacao.

O resultado positivo é dado da mesma forma que na
confirmacdo de coliformes totais (ou por formacao de
gas, ou efervescéncia).

Da mesma forma, se ndo houver formacdo de gas
em 24 horas, as amostras deverdo ser reincubadas por
mais 24 horas.
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5.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

. Apartirdacombinacdo de nimeros correspondentes
8- NUMERO MAIS aos tubos que apresentaram resultado positivo em cada
. um dos testes confirmativos, verificar o NiUmero Mais
PROVAVEL DE Provavel (NMP) de acordo com a tabela correspondente

no BAM.

CDI.IFORMES Expressar o valor obtido em NMP/100 mL.

TOTAISE 6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA
TERMOTOLERANTES Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

; IN N°62, 26 de agosto de 2003.
EM AGUA

BAM. Bacteriological Analytical Manual. [Online].

7 REGISTROS

Ndo aplicavel.

8 ANEXOS

Nao aplicavel.

h3
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9- CONTAGEM DE
STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EM
AGAR BAIRD-
PARKER

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a baixa contagem de Staphylococcus
aureus em analises microbioldgicas, com &agar Baird-
Parker.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisdo; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador de
0,1 a1 mL; estufaa352C+/-1°C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar Baird-Parker; Caldo BHI; Coaguplasma; Alcool
70%; solucdo salina peptonada 0,1%; algoddo; pinca,
bisturi e cabo para este, estéreis; bolsa plastica estéril;
ponteira de 1 mL estéril; alca de drigalski estéril; tubos
de ensaio; placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a amostra e/ou efetuar sua suspensao inicial e
suas diluicGes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAD EM PLACAS

Dispensar 0,1 mL da suspensdo inicial ou da prépria
amostra, se liquida, em placas contendo agar Baird-
Parker, espalhando o indculo com a alga de Drigalski.

5.3 INCUBACAOQ

Incubar as placas invertidas a 35 2C por 24 +/-
2horas.

Olhar as placas e marcar, no fundo das mesmas
quaisquer coldnias atipicas presentes.

Reincubar por mais 24 +/- 2 horas, e marcar as
colbnias tipicas e atipicas.
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9- CONTAGEM DE
STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EM
AGAR BAIRD-
PARKER

5.4 CONTAGEM DAS COLONIAS

Contar as col6nias apenas nas placas com no maximo
300 colonias, e destas, até 150 tipicas e/ou atipicas em
duas diluicdes sucessivas.

Para enumeracdo de baixos valores de estafilococos
coagulase positiva, confirmar todas as colbnias
presentes.

As coldnias tipicas de estafilococos coagulase positiva
podem ser pretas ou cinzas, brilhantes e convexas, com
1a 1,5 mm de didmetro. S3o circundadas por um halo
translucido, que pode conter outro halo opalescente,
justaposto a coldnia.

As colbnias atipicas podem ser pretas e brilhantes,
com ou sem borda branca bem marcada, auséncia
ou dificil visualizacdo de darea translicida ou de halo
opalescente, ou ainda, podem ser cinza, sem zonas
claras ou translucidas.

5.4 CONFIRMACAOQ

Selecionar 5 col6nias tipicas e 5 atipicas para semear
em tubos contendo caldo BHI, e incubar a 35 ou 37 eC
por 24 +/- 2horas.

Adicionar, em tubos estéreis, 0,1 mL da culturaa 0,3
mL de coaguplasma e incubar a 35 ou 37 2C, por 4 a
6 horas. Verificar os tubos, inclinando-os para ver se
houve coagulacdo.

Em caso negativo, reanalisar apds 24 horas de
incubacdo, ou apds tempos de incubacdo descritos
pelo fabricante.

Como controle, inocular 0,1 mL de caldo BHI em 0,3
mL de coaguplasma. Esta amostra ndo poderd sofrer
coagulacdo para que as analises sejam validas.

Considerar como positivos, 0s testes em que o
coagulo ocupa mais da metade do volume original.

5.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Calcular o nimero de colbnias positivas conforme
calculo descrito na ISO 6888-1:1999.

Quando o numero de coldnias confirmadas for igual
ao numero de coldnias selecionadas e repicadas, o
resultado serd igual a contagem inicial, levando-se em
consideracgao a diluicdo utilizada.

Quando o numero de colbnias confirmadas for
diferente do numero de colonias selecionadas e
repicadas, calcular a proporcdo de colbnias positivas
conforme célculo descrito na ISO 6888-1:1999.

O resultado final serd a soma dos resultados de
coldnias tipicas e atipicas confirmadas.

Expressar o resultado como:

Contagem de Staphylococcus aureus: X x 10" UFC/
g ou mL ou Contagem de Staphylococcus coagulase
positiva: X x10Y UFC/ g ou mL..
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9- CONTAGEM DE
STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EM
AGAR BAIRD-
PARKER

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 6888-1:1999.

7 REGISTROS

Nao aplicavel.

8 ANEXOS

Nao aplicavel.
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10- DETECCAO

E ENUMERACAOQ
DE L/STERIA
MONOCYTOGENES

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se ao cultivo e isolamento de Listeria
monocytogenes em anadlises microbiolégicas de
alimentos.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisdo; Homogeneizador de amostras
(stomacher); agitador de tubos; bico de Bunsen ou
capela de fluxo laminar; micropipetador de 0,1 a 1 mL;
estufa bacteriologica a 36 @€C+/-1°C,ea 41,5°C+/-1
oC; banho-maria a 37 +/- 19C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar Oxford; &gar Palcam; &gar Triptona Soja
Extrato de levedura; dgar Sangue de Carneiro; adgar de
Motilidade; Caldo Demi Fraser; Caldo Fraser; Caldo
Triptona Soja Extrato de levedura; Caldo de utilizacdo
de carboidratos (Xilose e Rhamnose); Meio CAMP;
Solucdo de peroxido de hidrogénio; Solucdo salina
de tamp3o fosfato (PBS); Alcool 70%; algoddo; placas
de petri; pingca estéril; bisturi e cabo para o mesmo,
estéreis; tabua de fatiar estéril, bolsa plastica estéril;
ponteiras de 1 mL, estéreis.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DA AMOSTRA

Pesar a aliquota de amostra representativa para o
produto em uma saqueta estéril.

5.2 PRE- ENRIQUECIMENTO

Verter o caldo Demi Fraser, respeitando a porgao de
1/10 (amostra/diluente), dentro da bolsa contendo a
amostra, homogeneizar no stomacher e incubar a 30
°C, por 24+/- 2 horas.

5.3 ENRIQUECIMENTO SELETIVO

Inocular 0,1 mL deste preparado em tubos contendo
10 mL de caldo Fraser e incubar a 35 ou 372C, durante
48 +/- 2 horas.
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10- DETECCAO

E ENUMERACAOQ
DE L/STERIA
MONOCYTOGENES

5.4 ISOLAMENTO

Estriar, em Palcam e Oxford, uma alcada da amostra
enriguecida no meio Demi Fraser e no meio Fraser.

Incubar as placas com o primeiro meio seletivo
invertidamente em estufa a 30, 35 ou 37 2C, e as placas
com o segundo meio em jarras de microaerobiose ou
anaerobiose por 24 horas, podendo haver até 24 horas
adicionais, caso o crescimento seja sutil ou nulo apds
as primeiras 24 horas.

Examinar as placas e observar col6nias tipicas de
Listeria spp.

NOTA: Colbnias tipicas de Listeria spp. no agar Oxford
sdo pequenas, possuem cor acinzentada, com um halo
enegrecido. Apds 48 horas as colbnias tornam-se mais
escuras podendo apresentar um brilho esverdeado, um
pouco maiores, com halo enegrecido e centro concavo.

Para o agar Palcam em microaerobiose, expor
as placas ao ar por 1 hora, para que retomem a cor
réseo-arroxeada. Apds 24 horas as colbnias tipicas
apresentam coloragdo verde-acinzentada, com 1,5 a 2
mm de diametro, algumas vezes com centro negro e

sempre com halos enegrecidos. Apds 48 horas, as
colonias sdo verdes, cdncavas no centro e circundadas
por um halo negro.

5.5 CONFIRMACAO DE L/STERIA SPP

Selecionar, de cada meio seletivo, pelo menos cinco
colbnias tipicas. Caso haja menos de cinco, uftilizar
todas as que houver.

Estriar as colbnias selecionadas em placas contendo
agar Triptona Soja Extrato de Levedura, de forma a se
formarem coldnias isoladas e incubar, invertidamente
a 35 ou 37 oC, por 18 a 24 horas, ou até que haja
crescimento satisfatorio.

As colbnias tipicas serdo convexas, opacas sem cor e
com bordalisa, medindo cercade 1a2 mmde diametro.
Utilizar estas colonias para os testes confirmativos.

5.5.1 REACAO DE CATALASE

Suspender uma algada de colbénia sobre algumas
gotas de perdxido de hidrogénio vertidas em
lamina microscopica ou placa de petri e observar.
A formacgéao de borbulhas indica reagéo positiva.

5.5.2 COLORACAO DE GRAM

Listeria spp. é Gram positiva, em forma de bastonetes
curtos e finos.
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10- DETECCAO

E ENUMERACAOQ
DE L/STERIA
MONOCYTOGENES

5.5.3 TESTE DE MOTILIDADE (SE NECESSARIO)

Inocular uma colonia isolada em um tubo contendo
caldo Triptona Soja Extrato de Levedura, e incubar a 25
oC, por 8 a 24 horas, ou até haver turbidez do meio.

Transferir uma alcada para lamina microscépica
e sobre a cultura, colocar a laminula. Observar no
microscopio. Listeria spp. Apresenta a forma de
bastonete fino e curto com movimentagdo flagelar
rotatdria ou de tombamento.

Com uma alcada da cultura, perfurar o agar teste de
motilidade e incubar a 25 2C por 48 horas.

Observar o crescimento ao redor da perfuragdo.
Listeria spp. apresenta crescimento em forma de
guarda-chuva.

Ndo havendo crescimento suficiente, incubar por
até 5 dias e observar novamente.

5.5.4 CONFIRMACAO DE //STERIA MONOCYTOGENES

5.5.4.1 TESTE DE HEMOLISE

Inocular em placas de agar Sangue, uma alcada da
cultura tipica, perfurando também o agar. Incubar a 35
ou 37 °C, por 24 +/- 2 horas.

Listeria monocytogenes apresenta zonas claras ,
estreitas e translucidas.

5.5.4.2 UTILIZACAO DE CARBOIDRATOS

Inocular, em cada um dos meios de utilizacdo de
carboidratos, uma alcada da cultura obtida no caldo
Triptona Soja Extrato de Levedura e incubar a 35 ou 37
oC, por até 5 dias. A reacdo positiva é indicada pela cor
amarela, que ocorrerd principalmente nas primeiras 24
a 48 horas.

5.5.4.3 TESTE CAMP

Semear culturas de S. aureus e Rhodococcus equi
em linhas Unicas sobre o agar sangue, de maneira
paralela e diametralmente oposta.

Semear culturas obtidas no dagar Triptona Soja
Extrato de levedura perpendicularmente as culturas
descritas no item anterior, mantendo uma distancia
de 1-2 mm destas. Estriar linhagens controle de L.
monocytogenes, L. innocua e L. ivanovii. Incubar as
placas a 35 ou 37 2C, por 18 a 24 horas.

Considera-se positiva a reacdo quando forma-se
uma zona de hemdlise aumentada na intersecgao entre
as linhagens-teste e as linhagens de S. aureus e R. equi.

5.5.4.4 CONFIRMACAO DEFINITIVA

Enviar as culturas para um laboratério de
sorotipagem ou, possivelmente tipagem lisogénica.
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6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 11290-1:1996.

10- DETECCAO
E ENUMERACAO

Nao aplicavel.

DE LISTERIA
8 ANEX0S
MONOCYTOGENES N30 aplicavel.
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11- DETECCAO DE
SALMONELLA

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se ao cultivo e isolamento de Salmonella spp.
em analises microbioldgicas de alimentos.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisdo; Homogeneizador de amostras
(stomacher); agitador de tubos; bico de Bunsen ou
capela de fluxo laminar; micropipetador de 0,1 a 1 mL;
estufa bacteriologica a 36 @€C+/-1°C,ea 41,5°C+/-1
oC; banho-maria a 37 +/- 19C.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar XLD; outro agar para Salmonella; Agua
peptonada tamponada; Caldo Rappaport Vassiliadis
Soja; dagar TSI, Meio de descarboxilacdo L - lisina;
Meio VP; agar Ureia; agar Nutriente; Reagentes B —
Galactosidase; Tolueno; Triptona/Triptofano; Alcool
70%; algodao; placas de petri; pinca estéril; bisturi e
cabo para o mesmo, estéreis; tabua de fatiar estéril,
saqueta plastica estéril; alca de inoculacdo; ponteiras
de 1 mL, estéreis.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRA

Pesar a aliquota de amostra representativa para o
produto em uma saqueta estéril.

5.2 PRE- ENRIQUECIMENTO

Verter a dgua peptonada tamponada, respeitando a
porcdo de 1/10 (amostra/diluente), dentro da saqueta
contendo a amostra.

Homogeneizar no stomacher e incubar a 37+/- 1 C,
por 18+/- 2 horas.

5.3 ENRIQUECIMENTO SELETIVO

Inocular 0,1 mL deste preparado em tubos contendo
10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis Soja e incubar a
41,5+/-1 °C, durante 24 +/- 3 horas.
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11- DETECCAO DE
SALMONELLA

5.4 ISOLAMENTO

Estriar, em agar XLD e XLT4, uma algada da amostra
enriquecida no meio RVS e incubar as placas invertidas
a 37+/-1°C, por 24+/- 3 horas.

Examinar as placas e observar colonias tipicas e
atipicas que possam ser Salmonella e marca-las, no
fundo da placa.

NOTA: Coldnias tipicas de Salmonella no agar XLD,
possuem centro negro, com halo rosado em seu
entorno; Salmonellas variantes negativas de H_S, sdo
rosas, com um rosa mais intenso no meio da col6nia;
Salmonella lactose-positiva € amarela, com ou sem
escurecimento.

Selecionar, de cada meio seletivo, pelo menos uma

coldnia tipica ou suspeita, e, em seguida, mais quatro
colbnias, caso a primeira seja negativa.

Estriar as col6nias selecionadas em placas contendo
agar nutriente, de forma a se formarem colOnias
isoladas e incubar, as placas invertidas a 37+/- 1 ¢C, por
24+/- 3 horas.

5.6 CONFIRMACAO BIOQUIMICA
5.6.1 AGAR TSI

Estriar, a partir de picada no fundo do bisel, uma
alcada da cultura obtida em agar TSl inclinado e incubar
a 37+/-1°C, por 24+/- 3 horas.

Interpretacao:
a) fundo:
amarelo — glicose positiva (utilizada).

vermelho ou inlaterada — glicose negativa (ndo
utilizada).

preto — sulfeto de hidrogénio (formado).
bolhas ou fendas — formacdo de gas da glicose.
b) superficie:
amarelo —lactose e/ou sacarose positiva (utilizadas).

vermelho ou inalterada — lactose e sacarose

negativas.

Culturas tipicas de Salmonella mostram inclinacao
alcalina (vermelho) e acida (amarelo) no fundo com
formacdo de gas. Em cerca de 90% dos casos ha
formacdo de H.S, com escurecimento do agar.

Para Salmonella lactose-positiva, a parte inclinada
do TSI fica amarela, portanto, faz-se necessaria a
continuidade dos testes confirmativos.

5.6.2 AGAR UREIA

Estriar, em superficie inclinada do agar Ureia e
incubar a 37+/- 1 °C, por 24+/- 3 horas, examinando
em intervalos.

Se a reacdo for positiva, a divisdo da Ureia libera
amoénia e a cor do meio é alterada para rosa e
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11- DETECCAO DE
SALMONELLA

posteriormente para cereja escuro. A reagao, muitas
vezes, ja é visivel apds 2 a 4 horas de incubacdo.

5.6.3 MEIO DE DESCARBOXILACAO L-LISINA

Inocular imediatamente abaixo da superficie do
meio liquido e incubar a 37+/- 1 eC, por 24+/- 3 horas.

A turvacdo da cor roxa da o resultado por positivo, e
a coloracdo amarela indica reacdo negativa.

5.6.4 DETECCAO DE 8 - GALACTOSIDASE

Suspender uma alcada da colonia suspeita em um
tubo contendo 0,25 mL de solugdo salina.

Adicionar uma gota de tolueno e agitar o tubo,
colocando-o0 em banho-maria a 37 2C por 5 minutos.

Adicionar 0,25 mL de reagente para deteccdo de B —
Galactosidase e mistura-lo.

Recolocar no banho-maria e deixar até 24 +/- 3
horas examinando em intervalos.

A cor amarela indica reacgdo positiva e é possivel de
ser detectada apds 20 minutos. Se utilizar discos de
papel, seguir a instrucdo de uso do fabricante.

5.6.5 MEIO DE REACAO VP - VOGES PROSKAUER

Suspender em tubo estéril com 3 mL do meio,
uma alcada da colbnia suspeita e incubar a 37+/- 1
oC, por 24+/- 3 horas. Apds, adicionar duas gotas de

creatina, trés gotas de solucdo alcodlica de 1-naftol
e, em seguida, duas gotas de solucdo de hidréxido de
potdssio, agitando apds a adigdo de cada reagente.

A mudanca da cor rosa para a cor vermelha brilhante
dentro de 15 minutos indica reacdo positiva.

5.6.6 MEIO PARA REACAO DE INDOL

Inocular um tubo contendo 5 mL de triptona/
triptofano com a col6nia suspeita e incubar a 37+/- 1
oC, por 24+/- 3 horas.

Adicionar 1 mL do reagente de Kovacs.

A formacao de um anel vermelho indica uma reacdo
positiva. Um anel amarelo-marrom indica reacdo
negativa.

Consultar Tabela 1 — I1SO 6579:2002, para
interpretacdo das reacdes da Salmonella.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 6579:2002.

7 REGISTROS

Nao aplicavel.

8 ANEXOS

Ndo aplicavel.
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12- CONTAGEM
DE BACILLUS
CEREUS POR

INCUBACAO A
30 °C

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a baixa contagem de Bacillus cereus em
analises microbiolodgicas, pelo método de incubacdo a
30 eC.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisdo; agitador de tubos; bico de
Bunsen ou capela de fluxo laminar; micropipetador
de 0,1 a 1 mL; estufa a 309C +/- 1 °C; banho-maria a
aproximadamente 80 2C; microscopio.

4 REAGENTES E MATERIAIS

Agar manitol gema de ovo polimixina (MYP);
agar sangue de carneiro; Alcool 70%; solucdo salina
peptonada 0,1%; algoddo; pinca, bisturi e cabo para
este, estéreis; bolsa plastica estéril; ponteira de 1 mL
estéril; alca de drigalski estéril; tubos de ensaio; laminas
de microscopio e 6leo de imersdo; placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DA AMOSTRA

Pesar a amostra e / ou efetuar sua suspensao inicial
e suas diluicdes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAO

Dispensar 0,1 mL da suspensdo inicial ou da prépria
amostra, se liquida, em duas placas contendo agar
MYP, espalhando o indculo. Incubar invertidamente a
30 9C por 18 a 24 horas.

Apos a incubacdo, analisar a presenca de coldnias
tipicas e atipicas.

Em MYP, as colbnias possuem de 2 a 5 mm de
didmetro e sdo irregulares. Sua coloracdo é rosa contra
um fundo carmesim, circundadas por um halo de
precipitacdo de até 5 mm de extensao.

Em casos duvidosos a confirmacao deve ser feita de
qualquer forma.
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12- CONTAGEM
DE BACILLUS
CEREUS POR

INCUBACAO A
30 °C

5.3 CONFIRMACAO EM AGAR SANGUE DE CARNEIRO

Estriar as colonias suspeitas em placas contendo
agar sangue e incubar a 30 eC, por 24 +/- 2 horas e
verificar a hemdlise, através do clareamento do
entorno das colonias.

Calcular o total de coldnias de B. cereus conforme
ISO 7218:1996/Emenda 1:2001.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 7932:2004.

7 REGISTROS

Nao aplicavel.

8 ANEX0S

Nao aplicavel.
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13- CONTAGEM
DE CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS

1 0BJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a enumeracdo por contagem em placa de
Clostridium perfringens em analises microbioldgicas.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

ISO 6887- Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal —Preparacdo de amostras-teste,
suspensdo inicial e diluicdes decimais para analises
microbioldgicas.

ISO 7218, Microbiologia de alimentos e de produtos
de alimentacdo animal — Orientacdes gerais para
analises microbioldgicas.

ISO 8261, Leite e produtos derivados — Guia geral
para preparacdo de amostras-teste, suspensdo inicial e
diluicdes decimais para andlises microbiolégicas.

ISO/TS 11133 - Microbiologia de alimentos e de
produtos de alimentacdo animal — OrientacBes gerais
na preparacao e producdo de meios de cultura.

IT MICO18 e IT MICO19.

3 EQUIPAMENTOS

Balanca de precisao; Equipamento de
homogeneiza¢do; banho — maria a 46 2C;

jarras de anaerobiose; bico de Bunsen ou capela
de fluxo laminar; micropipetador de 0,1 a 1 mL; estufa
bacterioldgica a 37 +/- 1 2C.

4 REAGENTES E MATERIAIS:

Agar sulfito-cicloserina (SC); Solucdo D-Cicloserina
(adicionar 1 mL a cada 100 mL de &gar, antes de
plaguea-lo); Meio fluido Thioglicato; Meio Lactose
Sulfito;

Alcool 70%; solucdo salina peptonada 0,1%; algod3o;
placas de petri.

5 DESCRICAO/PROCEDIMENTO
5.1 PESAGEM E PREPARO DA AMOSTRA

Pesar a amostra, e efetuar sua suspensdo inicial e
suas diluicdes decimais conforme necessidade.

5.2 INOCULACAOQ

Dispensar em duplicata, 1 mL de amostra em placas
de petri identificadas.

Verter cerca de 15 mL de dgar SC sobre a amostra,
homogeneizar e esperar solidificar. Verter mais 5 a 10
mL de agar como cobertura.

5.3 INCUBACAO

Incubar as placas de petri invertidas em jarras de
anaerobiose a 37 +/-1 C, durante 20 +/- 2 horas.
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13- CONTAGEM
DE CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS

5.4 CONTAGEM DE COLONIAS

Selecionar as placas contendo menos de 150
coldnias, e se possivel, placas representando diluicdes
sucessivas.

Contar as colonias

perfringens.

presumidamente de C.

5.5 CONFIRMACAOQ

Selecionar 5 colbnias de cada amostra para
confirmacdo.

5.5.1 CONFIRMACAO USANDO MEIO LACTOSE

SULFITO (LS)

Inocular cada uma das coldnias em meio fluido
thioglicolato, e incubar em anaerobiose a 37 2C por 18
a 24 horas.

Transferir assepticamente, 5 gotas da cultura para
tubos contendo o meio LS com tubos de Durham e
incubar aerobicamente a 46 2C por 18 a 24 horas em
banho-maria.

Verificar a presencga de gas nos tubos de Durham e
a coloracdo preta.

Tubos de Durham contendo mais de % de gds e com
coloracdo preta do meio sdo considerados positivos.

Em caso de duvida, transferir assepticamente 5
gotas da cultura do meio LS para outro tubo contendo o

meio LS com tubo de Durham e incubar aerobicamente
a 46 2C por 18 a 24 horas em banho-maria, analisando
guanto as mesmas determinantes.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Norma ISO 7937:2004.

7 REGISTROS

Ndo aplicavel.

8 ANEXOS

Nao aplicavel.
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